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Abstrakt 
Práce se zaměřuje na studium a rozbor vlastností proteinů za pomoci experimentálních 
metod, které dále konfrontuje s numerickými metodami, jejichž využití si vynutil rozvoj 
výpočetní techniky. V rámci této práce byl vytvořen program na výpočet 
isoelektrického bodu a molekulové hmotnosti ze zadané sekvence aminokyselin. 
Program vykreslí závislost vnějšího náboje proteinu v celém rozsahu hodnot pH podle 
předem zadaných kritérií. Tímto způsobem lze získat výsledky velmi snadno a rychle, 
jde však pouze o hrubý odhad skutečných hodnot, který může být v řadě případů 
postačující, nesprávné použití programu pro přesnější analýzy by se ale mohlo stát 
zdrojem chyb. 
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Identifikace proteinů, proteinový fingerprinting, isoelektrický bod, SDS-PAGE, 
molekulární hmotnost. 
 
 
 
 
 
Abstract 
This work is focussed on studying and analysis of protein qualities while using 
experimental methods which are next confronted with numerical analysis, which have 
been introduced by the expansion in computer engineering. Within that task I built up a 
program for calculation of isoelectric point and molecular mass of an entered chain of 
amino acids. The program will draw a graph of pH dependance of molecular charge in 
the wide range of pH values in accordance with the given criteria. We can gain results 
very quickly and easily in this way, however, these results are just a rough estimate. 
We´re assumed to be aware of this fact because incorrect use of that program where 
exact analysis is required would cause errors. 
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molecular mass. 
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1 ÚVOD 
Proteiny jsou přírodní biopolymery, bez nichž se neobejde žádný organismus. Jsou 
stavebním kamenem veškeré živé hmoty, ať už se jedná o živočišnou tkáň, rostlinnou 
tkáň, či řádově menší mikroorganismy. Podjednotkou proteinů jsou peptidy, které se 
skládají z jednotlivých aminokyselin. Ty lze kombinovat různými způsoby a příroda 
proto nabízí nepřeberné množství různých bílkovin. Proteiny, i když plní stejnou funkci 
v organismu, mají různé vlastnosti, pokud nejsou zcela totožné. Díky tomu se nabízí 
možnosti, jak identifikovat velmi podobné, případně příbuzné, proteiny. Pro výzkum 
nejvýznamnější je zkoumání isoelektrického bodu a molekulové hmotnosti 
makromolekul. 
Cílem této práce je prezentovat výhody a rizika výpočetních a experimentálních metod 
pro stanovení hodnoty isoelektrického bodu proteinů. V následujícím textu jsou 
popsány nejdůležitější způsoby realizace měření isoelektrického bodu při elektroforéze 
od samotného získání bílkovin z odebraných vzorků. Jednotlivé metody se liší svou 
přesností, časovou náročností i požadavky na vybavení. Dále jsou zde popsány 
používané metody pro měření molekulové hmotnosti proteinů a zhodnoceny z hlediska 
svého účelu. Experimentální způsoby zjišťování vlastností proteinů poskytují precisní 
hodnoty, proto jsou stále aktuální i přes veškeré požadavky, které komplikují jejich 
realizaci. Kromě měření těchto vlastností jsou zde také probrány postupy pro 
identifikaci proteinů a význam identifikace v praxi. Existuje řada databází, které 
umožňují vyhledat na základě isoelektrického bodu i molekulové hmotnosti konkrétní 
protein, který svými vlastnostmi nejlépe vystihuje zadané parametry, a podají informaci 
o věrohodnosti nálezu.  
Jestli-že nejsou kladeny nároky na přesnou hodnotu isoelektrického bodu, popř. 
molekulové hmotnosti, přichází v úvahu metody numerického výpočtu. Tyto metody 
mají samozřejmě svá úskalí, nelze v nich aplikovat vliv konkrétního chemického 
prostředí a fyzikálních podmínek. Zaměřil jsem se tedy na to, za jakých podmínek 
numerické výpočty vyhovují a jaká s sebou nesou rizika. Na závěr jsem se zmínil o 
proteinovém fingerprintingu a jeho vyžití. V řadě případů lze namísto fingerprintingu 
provést analýzu DNA, pomocí které získáme jednoznačné a konkrétní výsledky. Ty 
však nejsou vždy nutností, a proto lze s výhodou využít levnější a méně náročné metody 
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proteinového fingerprintingu. Díky své praktičnosti se metoda uplatnila i v jiných 
oblastech, dokonce i v potravinářských odvětvích.  
 V praktické části semestrální práce jsem sestavil program na výpočet isoelektrického 
bodu a molekulové hmotnosti ze zadané sekvence aminokyselin. Program pracuje pouze 
s proteiny s lineární strukturou. Klíčovou částí algoritmu je porovnávání náboje 
zadaného proteinu v závislosti na proměnném pH fiktivního prostředí s předchozí 
hodnotou. Výpočet náboje je nutné provést mnohokrát, proto byly implementovány dvě 
numerické metody, které algoritmus urychlují. Uživatel předem zvolí ze sedmi modelů 
tak, aby nejlépe vystihl charakter okolního prostředí. Je možné zadat počet desetinných 
míst, na která má být výsledná hodnota isoelektrického bodu zaokrouhlena.  
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2 ÚVOD DO AMINOKYSELIN A PEPTIDŮ A 
JEJICH VÝZNAM V ORGANISMU 
Aminokyseliny jsou molekuly tvořené aminoskupinou, karboxylovou skupinou a 
postranním řetězcem, kterým se jednotlivé aminokyseliny odlišují. V přírodě se běžně 
nachází tzv. alfa-aminokyseliny, které mají karboxylovou i aminoskupinu vázanou na 
stejném uhlíku. Aminokyseliny mají velký význam v biochemii, protože zastávají 
zásadní funkci v metabolismu, tvoří enzymy, jsou základním stavebním kamenem 
proteinů. Proteiny jsou polymery, které vznikají kondenzací aminokyselin, kdy dochází 
k reakci mezi karboxylovou a aminoskupinou za odštěpení molekuly vody. Vzniká tak 
peptidická vazba. 
 
 
 
Obr. 2.1. Kondenzace –OH a –NH2. Vzniká peptidová vazba.[5] 
 
Jsou-li jednotlivé molekuly sloučeniny tvořeny více než stem vázaných molekul 
aminokyselin, řadí se tyto látky již mezi bílkoviny.  
 
Mezi významné peptidy patří protaminy, což jsou peptidy zásadité povahy, peptidové 
hormony, některá antibiotika (např. penicilin) a jedy (např. hadí jedy). Bílkoviny bývají 
označovány jako základní stavební kameny živé hmoty, jsou stavebním materiálem pro 
tkáně, orgány, vlasy, nehty atd. Jedny z nejvýznamnějších bílkovin jsou např. keratin a 
kolagen, které se řadí mezi skleroproteiny.  
Skleroproteiny jsou základním materiálem živočišných organismů. Mají vláknitou 
strukturu, jsou nerozpustné ve vodě a poměrně odolné i vůči chemickým vlivům. 
Keratin je z velké části složen z cysteinu, je přítomen zejména v kůži, nehtech nebo 
peří. Kolagen obsahuje hlavně glycin, prolin a hydroxyprolin, nachází se v kůži, ve 
šlachách, chrupavkách a kostech. Změna struktury kolagenu způsobuje tvrdnutí a 
křehnutí kostí při stárnutí organismu. Také se používá na výrobu želatiny. Další 
skupinou jednoduchých bílkovin jsou sferoproteiny. Sferoproteiny se skládají z molekul 
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kulového tvaru. Tyto bílkoviny jsou rozpustné ve vodě a roztocích solí. Vykonávají 
v organismu rozmanité funkce, histony se vyskytují v buněčných membránách, 
albuminy a globuliny jsou obsaženy v krevním séru, mléce, ve vaječném bílku. Složené 
bílkoviny se od jednoduchých odlišují tím, že ve svých molekulách obsahují tzv. 
prostetickou skupinu. Do této kategorie se řadí kasein, který je zdrojem vápníku pro 
organismus. Je přítomen v mléce. Mezi chromoproteiny patří různé dýchací pigmenty, 
jako například hemoglobin nebo hemocyanin. Metaloproteiny mají zabudované kovové 
ionty, které přenášejí (transferin) nebo uskladňují (ferritin). Jiné složené bílkoviny jsou 
součástí DNA. Lipoproteiny jsou zabudovány v buněčných membránách. [1, 3] 
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3 VÝPOČETNÍ A EXPERIMENTÁLNÍ 
METODY ANALÝZ VLASTNOSTÍ 
PROTEINŮ 
3.1 Isoelektrický bod 
Isoelektrický bod je taková hodnota pH roztoku, při které daná molekula vykazuje 
nulový vnější náboj.  Amfoterní molekuly, tzv. amfotery, mohou mít kladný i záporný 
náboj v závislosti na typu dalších funkčních skupin obsažených v molekule. Polarita 
celkového vnějšího náboje je určena součtem jednotlivých parciálních nábojů funkčních 
skupin, pravděpodobnost disociace těchto skupin určuje pH okolního prostředí.  Mezi 
amfotery patří také proteiny, neboť jejich řetězec začíná aminoskupinou, která má 
zásaditý charakter a může se nabíjet kladně, a končí karboxylovou skupinou kyselého 
charakteru. Existuje tedy určitá hodnota pH roztoku, označovaná jako isoelektrický bod, 
při kterém makromolekula vykazuje nulový volný náboj a v elektrickém poli se 
nepohybuje. Nachází-li se amfion v isoelektrickém bodu, nabízí se dvě možnosti. Buď 
uvnitř molekuly neexistují žádné parciální náboje, nebo je součet kladných nábojů 
stejný jako součet těch záporných. Obecně lze říci, že s rostoucí bazicitou roztoku klesá 
celkový volný náboj amfiontu a naopak. 
 
Obr. 3.1. Závislost náboje proteinu na rostoucím pH okolního prostředí [2] 
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3.2 Separační metody 
3.2.1 Isoelektrická fokusace  
Elektroforetické, nebo také elektromigrační, metody označují soubor technik, které 
využívají k separaci pohyb nabitých částic v elektrickém poli. Rychlost pohybu částic je 
určena rovnicí [2]: 
      ; kde                    (3.1) 
 je elektroforetická pohyblivost nabitých částic 
 je intenzita elektrického pole v daném místě 
 
Isoelektrická fokusace je rovnovážnou elektroforézou, při které se amfoterní molekuly 
pohybují v prostředí s gradientem pH. Při hodnotě pH, která je v daném místě vyšší než 
isoelektrický bod, se bude amfion pohybovat k anodě, a naopak, ke katodě bude 
putovat, jestliže pH bude nižší než hodnota isoelektrického bodu. Jakmile se amfoter 
ocitne na úrovni pH rovném jeho isoelektrickému bodu, bude setrvávat na místě. Jako 
migrační prostředí se používá gel polyakrylamidu. Tato separační metoda je výhodnější 
než oddělování proteinů na základě pozorování jejich rozdílných rychlostí v roztocích 
s konstantním pH. Technika byla dosud zdokonalena na úroveň, která umožňuje 
opakovaně oddělit jednotlivé substance lišící se méně než 0,005pH, použije-li se úzká 
šířka pH hodnot gradientního gelu a silného vnějšího elektrického pole. Lineární průběh 
pH gradientu je vytvořen obdobným způsobem jako gradient velikosti pórů v gelu pro 
separaci nabitých makromolekul na základě jejich velikosti u gradientní elektroforézy, 
ale zde se nemění obsah akrylamidu, nýbrž obsah nepohyblivého pufru. V tomto 
případě se používají gely s velkými póry, aby rozdílné velikosti molekul neovlivňovaly 
rychlost migrace, nebo dokonce větší makromolekuly neuvízly. Rozložení 
separovaných proteinů po isoelektrické fokusaci znázorňuje obr. 3.2.  
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Obr. 3.2. Rozdělení proteinů po isoelektrické fokusaci [2] 
 
Přesnost fokusace závisí na několika faktorech. Některé z nich jsou uvedeny níže. 
 
Délka gelu 
Závislost na délce gelu je popsána vztahem 
 
                                  (3.2) 
Jestliže pak dvakrát prodloužíme délku gelu při daném napětí, bude spád pH rozprostřen 
po celé délce a kvůli tomuto pozvolnějšímu spádu je nutné zvětšit šířku zóny podle 
rovnice 
                              (3.3) 
 
D je difuzní koeficient 
E je intenzita elektrického pole 
 
Z praktického hlediska je vhodnější provést vícenásobné měření pro užší rozsahy pH 
než pro dosažení stejného rozlišení prodloužit délku gelu. Potom by totiž bylo nutné 
patřičně zvýšit hodnotu přiloženého napětí. Např. čtyři 8cm dlouhé gely v rozsahu 2pH 
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mohou teoreticky poskytnout při napětí 500V/cm ekvivalentní rozlišení jako jeden 32 
centimetrový, což by ovšem k dosažení 500V/cm vyžadovalo elektrické pole o 16 000 
voltech. 
 
Rozlišovací schopnost 
Rozlišovací schopnost RS je určena vztahem 
                          (3.4) 
Napěťový spád 
Rozlišovací schopnost je rovna druhé odmocnině z gradientu napětí 
                            (3.5) 
Podle Giddingse a Dahlgrena je rozlišovací schopnost RS při isoelektrické fokusaci dána 
rovnicí 
                             (3.6) 
F …………….. Faradayova konstanta 
R …………….. plynová konstanta 
T …………….. absolutní teplota 
 
Mezi těmito parametry je vzájemný vztah, a proto je lepší přistupovat k systému jako 
celku než k jednotlivým parametrům individuálně. Zásadním problémem při zvýšení 
hodnoty přiloženého napětí je vždy rapidní nárůst Joulova tepla, které, jakmile dosáhne 
určité úrovně, změní charakter gelu a sníží jeho konduktivitu (dojde ke spálení gelu). Při 
vyšším přiloženém napětí je potom nutností gel adekvátně chladit. Z toho důvodu 
mívají gely pro takové účely plochý tvar, ze kterého se snáze odvádí teplo než např. 
z gelových tyčí. Joulovo teplo představuje největší nebezpečí při započetí separace, kdy 
jsou všechny komponenty v systému rovnoměrně rozprostřeny. Vysoké napětí při 
zahájení fokusace způsobí nadměrný nárůst Joulova tepla a má zničující dopad. [2] 
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3.2.2  Dvoudimenzionální gelová elektroforéza 
Touto metodou jsou proteiny rozděleny podle dvou hledisek do dvou navzájem 
kolmých směrů. Dosáhne se tak vyšší věrohodnosti identifikace, protože je 
nepravděpodobné, že by se různé proteiny nelišily ani jedinou ze dvou vlastností. 
Nejčastěji se rozlišují podle isoelektrického bodu a podle své hmotnosti.  
Jestli-že se zajímáme o účast proteinů na pochodech v buňce, je nezbytné zkoumat 
jejich vzájemnou spolupráci. Proteiny často účinkují v celých komplexech. Při 
elektroforéze s polyakrylamidovým gelem (PAGE) proteiny zůstávají ve svém 
původním stavu a jsou odděleny v elektrickém poli podle své vlastní hmotnosti a podle 
hmotnosti celých komplexů. Po dokončení elektroforézy jsou komplexy denaturovány 
prostřednictvím dodecylsíranu sodného (SDS) v procesu zvaném SDS-PAGE. Molekuly 
SDS pevně obklopí protein, čímž ho zdeformují na dlouhé rovné molekuly. Molekuly 
SDS jsou zároveň záporně nabity a díky tomu získají všechny proteiny přibližně stejnou 
hustotu náboje. Tandem elektroforéza MS (Mass Spectromectry) tedy musí následovat 
až po elektroforéze PAGE, založené na amfoterním charakteru bílkovin. Proteiny, které 
se po elektroforéze fokusovaly a ztratily svůj náboj, se tak mohou účastnit dalšího 
kroku. Elektrické pole nyní působí kolmo na směr pohybu při elektroforéze a proteiny 
budou přitahovány k anodě. Na všechny proteiny působí téměř stejná elektrická síla 
v porovnání s jejich hmotností a rozdílná rychlost je tak dána třecí silou. Gel 
s polyakrylovými vlákny se vlastně chová jako síto a molekuly rozdělí podle jejich 
hmotnosti. Větší proteiny jsou zadrženy dřív, menší prostupují gelem a jsou zadržovány 
dále. Měřením získáme jen přibližné hodnoty, ty jsou však postačující pro řadu účelů. 
[2, 7] 
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Obr. 3.3. Rozdělení proteinů pomocí 2D gelové elektroforézy [2] 
 
3.3 Numerické metody určení isoelektrického bodu 
Všechny známé bílkoviny jsou tvořeny kombinací dvaceti alfa-aminokyselin. Alfa-
aminokyseliny se dělí na neutrální, kyselé, zásadité, sirné, heterocyklické, aromatické a 
amidy aminokyselin. U neutrálních není v postranním řetězci přítomný žádný náboj. 
Patří mezi ně glycin, alanin, valin, leucin, izoleucin, serin a threonin. Kyselé tvoří 
kyselina asparagová a kyselina glutamová. Kyselé aminokyseliny obsahují ještě další 
karboxylovou skupinu. Zásadité, které mají v postranním řetězci dusík, schopný vázat 
kladný parciální náboj, jsou histidin, arginin a lysin. Sirnými aminokyselinami jsou 
cystein a metionin. V postranním řetězci mají vázanou síru. Problémový je cystein, u 
kterého je síra vázána na posledním uhlíku, a proto tvoří sirné můstky. Aromatické 
aminokyseliny obsahují benzenové jádro. Patří mezi ně fenylalanin, tyrosin a tryptofan. 
Prolin je jedinou heterocyklickou aminokyselinou.  Poslední dvě jsou amidy 
aminokyseliny glutamové a asparagové. 
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Pro výpočet isoelektrického bodu mají hlavní význam aminokyseliny, v jejichž 
postranním řetězci jsou přítomny funkční skupiny nesoucí náboj. Jedná se o kyselé a 
zásadité aminokyseliny, cystein a tyrosin.  
 
Isoelektrický bod jednotlivých aminokyselin se vypočítá jednoduchým vztahem na 
základě konstanty bazicity a konstanty acidity aminoskupiny a karboxylové skupiny: 
  
                        (3.7) 
Pro výpočet isoelektrického bodu proteinů je nutné zahrnout do součtu veškeré parciální 
náboje obsažené v molekule. Užívá se Henderson-Hasselbachova vztahu. 
 
     ; kde je                     (3.8) 
][ −A  ……………… koncentrace disociované kyseliny 
][HA  ....................... koncentrace nedisociované kyseliny 
pKa  ……………... konstanta acidity 
 
Vztahu lze využít pro výpočet nábojů jednotlivých aminokyselin v řetězci nebo 
nabitých funkčních skupin. Celkový náboj makromolekuly je dán součtem všech dílčích 
nábojů vyskytujících se uvnitř této molekuly. Je výhodné nejdříve sečíst veškeré 
záporné náboje a poté zvlášť náboj kladně nabitých skupin, protože výraz v sumaci, 
odvozený z Henderson-Hasselbachova vztahu, se z hlediska jejich polarity liší. 
• celkový záporný vnitřní náboj určuje sumace 
                     (3.9) 
• obdobně pro celkový kladný vnitřní náboj 
                    (3.10) 
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Uvnitř sumace lze měnit pouze hodnotu pH. Jsou-li si při daném pH oba výrazy rovny 
až na znaménko, nalezli jsme isoelektrický bod. Jeho znalost má velký význam 
v biochemii, umožní nám nastavit správné prostředí, než začneme s experimentem. 
Teoretickým výpočtem se obvykle dopouštíme nepřesnosti do ± 0,5pH. Důležitá je 
volba konstant pK. Hodnoty konstant některých metod jsou uvedeny v tabulce. [1, 6] 
 
Tab. 3.1. Hodnoty pK konstant pro sedm vybraných metod 
Amino 
acid NH2 COOH Cys Asp Glu His Lys Arg Tyr 
EMBOSS 8.6 3.6 8.5 3.9 4.1 6.5 10.8 12.5 10.1 
DTASelect 8.0 3.1 8.5 4.4 4.4 6.5 10.0 12.0 10.0 
Solomon 9.6 2.4 8.3 3.9 4.3 6.0 10.5 12.5 10.1 
Sillero 8.2 3.2 9.0 4.0 4.5 6.4 10.4 12.0 10.0 
Rodwell 8.0 3.1 8.33 3.68 4.25 6.0 11.5 11.5 10.07 
Patrickios 11.2 4.2 - 4.2 4.2 - 11.2 11.2 - 
Wikipedia 8.2 3.65 8.18 3.9 4.07 6.04 10.54 12.48 10.46 
 
 
U výpočetních algoritmů byly použity modely, které předpokládají lineární sekvenci 
aminokyselin a neberou v úvahu žádné další vlivy. Problematická bude např. existence 
cysteinu v řetězci, ten může oxidovat a utvářet sirné můstky, čímž ztratí schopnost 
získávat náboj. 
Použité modely EMBOSS, DTASelect, Solomon, Sillero, Rodwell, Patrickios a 
Wikipedia se liší hodnotami pK pro 7 různých postranních řetězců aminokyselin, které 
obsahují chemické skupiny nesoucí náboj, a karboxylovou a aminoskupinu na začátku a 
konci sekvence. 
 
Požadavek na přesnost hodnoty pH isoelektrického bodu rozhoduje o tom, kolikrát je 
nutné provést výpočet náboje při proměnlivém pH. Rychlost programu zvyšují 
numerické metody. 
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3.3.1  Metoda půlení intervalu 
Metoda předpokládá, že závislost vnějšího náboje na pH roztoku je monotónně klesající 
funkcí. Hodnotu pH = 0 označíme jako pH1, pH = 14 jako pH2. Isoelektrický bod pI pak 
vypočteme z tohoto intervalu. S jistou nepřesností můžeme tvrdit, že isoelektrický bod 
se bude nacházet právě uprostřed intervalu. 
 
            (3.11) 
Je-li náboj pro pH = pI kladný, bude skutečná hodnota isoelektrického bodu v horní 
půlce intervalu a za pH1 budeme pro další iteraci uvažovat hodnotu pI. V opačném 
případě se bude nacházet v dolní půlce a jako pI označíme pH2. Analogicky se 
dopočítáme až k požadované přesnosti. 
 
3.3.2  Oscilační metoda 
Metoda začíná počítat hodnotu celkového náboje proteinu při pH = 0, kdy mají všechny 
bílkoviny celkový náboj kladný. pH myšleného roztoku zvyšujeme postupně o 0,1 a 
označíme ho jako pI(a). Pro každé pH vypočítáme hodnotu náboje a jakmile je tento 
náboj menší nebo roven nule, považujeme hodnotu pH za pI(b). Dále zpřesníme 10x 
krok (tedy na 0,01) a kontrolujeme vypočtený celkový náboj pro pH z intervalu  
( pI(a); pI(b)). Je-li výsledek záporný, označíme hodnotu pH jako pI(c). Zvýšíme 
přesnost kroku, který přičítáme k pI(b). Krok snižujeme, dokud po zaokrouhlení 
nedosáhneme přesnosti zadaného počtu desetinných míst. [4] 
 
Přesnou hodnotu isoelektrického bodu získáváme pomocí isoelektrické fokusace. 
Fokusace je však časově náročná a vyžaduje laboratorní vybavení. Matematické 
výpočty nevedou k přesným výsledkům, ale jsou rychlé a snadno proveditelné. Různé 
metody poskytují takové hodnoty konstant pK pro numerické výpočty, aby se jimi 
určený isoelektrický bod co nejvíce blížil isoelektrickému bodu z isoelektrické fokusace 
pro konkrétní případ.  
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3.4 Stanovení molekulové hmotnosti 
Ke stanovení molekulové hmotnosti proteinů se velmi často používá tzv. Fergusonův 
diagram [2]. Zpomalování částic různého tvaru, které prostupují gelem skrze síť vláken, 
je funkcí délky těchto vláken, jejich poloměrem a poloměrem samotných částic. Tato 
funkce závisí exponenciálně na délce vlákna gelu a povrchu částice putující gelem. 
Díky tomu se pohyb částice v gelu s rostoucí koncentrací monomeru (se stále se 
zužující velikostí pórů) v určitém místě prakticky zastaví. Relativní pohyblivost v gelu 
M/M0 je pak určena rovnicí: 
                      (3.12) 
Ze vzorce je patrné, že retardační koeficient KR závisí pouze na velikosti molekuly. 
Tento lineární vztah umožňuje stanovit molekulovou hmotnost proteinu ze standardní 
křivky podle velikosti KR. Vyhovují mu zejména hmotnosti proteinů od 50 000Da  do 
700 000Da, u proteinů s molekulovou hmotností nižší než 50 000Da se objevuje 
nelinearita. [2] 
 
Obr. 3.4. Fergusonův diagram [2] 
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Významnou metodou pro stanovení molekulové hmotnosti je metoda MALDI –TOF. 
Původně byla tato metoda vyvinuta pro stanovení molekulové hmotnosti proteinů. Dnes 
se používá i pro analýzu nukleových kyselin a dalších nízkomolekulárních látek. 
Částice jsou urychlovány v elektrickém poli a podle své hmotnosti rozděleny 
odstředivou silou. Největším problémem při vývoji této metody byla otázka, jak 
dosáhnout ionizace velkých molekul, aniž by došlo k jejich tepelnému rozkladu. 
K rozkladu nedojde, bude-li molekula rezonančně absorbovat energii při vlnové délce 
laseru. Přenos energie musí proběhnout ve velmi krátkém čase, řádově v jednotkách až 
desítkách nanosekund. Štěpení brání matrice, která zprostředkovává přenos ionizační 
energie na molekuly (MALDI, matrix assisted laser desorption/ionization). Její další 
výhodou je možnost měřit celkovou hmotnost více látek současně. Částice jsou nakonec 
snímány detektorem. Z doby průletu můžeme vypočítat jejich hmotnost. Cirkulace 
částice je zahájena zasažením matrice nanosekundovým pulzem laseru. Absorbovaná 
energie matrici rozloží a dojde k adici kationtu nebo aniontu na molekulu vzorku, 
disociaci protonu z molekuly vzorku, popř. odštěpení elektronu a vzniku radikálu. 
Velikost náboje je stejná jako u jiných vzorků molekul. Vzniklé ionty jsou urychleny 
silným elektrickým polem a několik minut obíhají ve vakuové trubici. Úměrně 
hmotnosti částice roste i doba, než je zaznamenána detektorem (TOF, time-of-flight). 
Výhodou metody je vysoká rychlost a citlivost. [5, 7] 
 
 
 
Obr. 3.5. Spektrometr MALDI-TOF [8] 
 
 23 
Ke zjištění molekulové hmotnosti rovněž slouží metoda SDS-PAGE. Princip metody 
byl popsán již dříve. Díky jednoduchosti své realizace a své rychlosti je značně 
rozšířená, avšak má i řadu úskalí. Při neprecisní přípravě vzorků docházíme 
k různorodým výsledkům, stejně tak konečné zabarvení proteinů nemusí proběhnout za 
stejných podmínek jako u ostatních měření. Při rozsáhlejších experimentech roste 
spotřeba tekutiny roztoku.  
 
3.5 Izolace proteinů 
K poznání proteinů nejvíce přispěly zdařilé pokusy o jejich izolaci v čistém, 
krystalickém stavu, s nimiž mohly být pak konány další pokusy a studie, např. 
hydrolysy úplné i částečné, rozdělovací chromatografie, důležité pro důkaz a stanovení 
aminokyselin a stanovení funkčních skupin. Izolace proteinů je obtížnou a zdlouhavou 
úlohou, avšak zároveň nezbytnou. Pro zkoumání speciálních vlastností některých 
proteinů se specifickou funkcí, např. enzymové aktivity, je zapotřebí je nejprve izolovat 
z buňky a oddělit od ostatních buněčných složek. Je nutné uskutečnit řadu kroků, než se 
podaří odstranit všechny okolní složky a získat čistý, homogenní produkt. Předem je 
třeba znát a nastavit podmínky prostředí, abychom mohli protein úspěšně izolovat. 
Musíme nastavit správnou teplotu a hodnotu pH, při kterých bude izolovaný protein 
stabilní. Protože se zajímáme o vlastnosti proteinů, volíme vhodné rozpouštědlo, kterým 
může být protein srážen z vodného roztoku, aniž se poruší jeho struktura a tím i jeho 
vlastnosti. 
 
Před zahájením izolace je třeba mít na paměti účel, za jakým izolaci proteinu 
provádíme. Pro biochemické účely musíme dodržovat přísnější opatření než pro čistě 
chemický výzkum. Při přípravě enzymů dbáme na to, aby se neodstranily 
nízkomolekulární koenzymy a jiné aktivátory, a proto se snažíme zachovat příslušné 
prostředí. Pro izolaci proteinu v čistém stavu vybíráme z různých způsobů frakcionace a 
pro každou bílkovinu volíme vhodný postup jejího čištění. Jednoduchý rafinační způsob 
lze použít v případě, že jsou proteiny ve tkáních obsaženy ve vysoké koncentraci. 
Příkladem může být hemoglobin izolovaný z erytrocytů hemolysou. Ve většině případů 
jsme však nuceni ke složitější proceduře. 
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Při izolaci hrozí rozklad bílkovin, proto pracujeme při nízkých teplotách 2 – 5°C, kdy 
jsou rozkladné reakce značně zpomaleny. Připravíme si dostatečné množství ledu, popř. 
směsi s pevným CO2. Při práci užíváme jen nejčistších sloučenin.  
Nejdříve se snažíme uvolnit protein z jeho přirozeného prostředí, pokoušíme se ho 
izolovat z různých buněk, tkání, resp. orgánů. Z důvodu rychlých rozkladných procesů 
je odebíráme brzy po smrti organismu. Za chlazení ledem nebo mrazicí směsí odebraný 
vzorek rozmělníme. Strukturu buněk můžeme porušit tak, že materiál necháme před 
prací zmrazit a po zvýšení teploty znovu roztát. Pro jemné rozmělnění se užívá 
skleněných přístrojů, složených ze zkumavky a skleněného nebo umělohmotného pístu. 
V případě rostlinných pletiv se využívá skelného prášku nebo přečištěného písku. 
Rozmělněné buňky nebo tkáň se vyluhují po několik hodin (2 až 24 hod.) vodou nebo 
roztoky solí o daném pH. Do vody nebo roztoku obyčejně přidáváme trochu toluenu, 
který vytvoří ochrannou vrstvu. Po skončení extrakce roztok od drti oddělíme 
odstředěním nebo textilním filtrem, při množství materiálu nepřesahujícího 4l je možno 
oba způsoby kombinovat. [1, 2, 3] 
 
Nežádoucí je denaturace některých bílkovin na stykové ploše vodní a plynné fáze. Při 
třepání bílkovinné roztoky velmi snadno pění, čímž povrch rozmezí vody a vzduchu 
značně vzroste a mnohé enzymy se deaktivují. Aplikací butanolu na tkáňový homogenát 
můžeme částečně mírně denaturovat strukturní nerozpustné bílkoviny tkáně a získat tak 
nerozpustné enzymy vázané na tyto biostruktury. Butanol uvolní vazby enzymů 
s tkáňovými lipidy. V některých případech je vliv butanolu potlačen, potom užíváme 
diferenciální (frakční) centrifugace. Frakční centrifugace si žádá rychloběžnou 
centrifugu (alespoň 104 otáček za minutu). Homogenát je odstřeďován za zvyšujících se 
obrátek. Postupně se oddělují neporušené buňky, mitochondrie, centrozomy, plazma. 
Důležité je, aby nosný roztok vykazoval vysokou viskozitu, nejlépe vyhovuje 
sacharosový roztok. Tato metoda je velice rozšířená, ale pro některé druhy enzymů, 
jejichž účinnost se mění v závislosti na aktuálním prostředí, se nehodí. [1, 3] 
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4 PROTEINOVÝ FINGERPRINTING 
Proteinový fingerprinting je metoda, vyvinutá v roce 1993, sloužící k identifikaci 
proteinů. Před započetím vlastní metody se protein rozloží na dílčí peptidy, které se 
roztřídí podle své hmotnosti. Výsledky jsou porovnány se známými peptidy 
prostřednictvím databází. Využívá se programů, které rozloží genom organismu na 
proteiny a ty dále na peptidy a vypočítá jejich teoretickou hmotnost. Výhodou je úspora 
času, která spočívá v tom, že stačí znát pouze hmotnosti. Peptidy není potřeba dále dělit, 
což by bylo časově náročné. Nevýhodou je, že příslušný protein musí být v databázi 
přítomen, metodu lze použít pouze pro již známé molekuly. Dále také většina algoritmů 
předpokládá peptidy z jediného proteinu. Směsi více proteinů způsobují komplikace, a 
proto se protein nejčastěji izoluje [8, 9]. Nejběžnějším způsobem izolace je 
dvojdimenzionální gelová elektroforéza. Na obr. 4.1 je uveden příklad rozložení peptidů 
při použití této metody, znázorňující počet přítomných peptidů se stejnými hmotnostmi. 
 
 
Obr. 4.1. Analýza proteinu pomocí hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF [9] 
 
Proteinový fingerprinting je možné provést např. papírovou chromatografií. Ještě před 
samotnou chromatografií je nutné proteiny rozložit na kratší fragmenty - peptidy. 
Použijeme-li metodu pro zjištění přítomnosti mutantních srpkovitých červených 
krvinek, lze postup shrnout do několika bodů: 
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• Odděleně ve zkumavkách extrahujeme a očistíme hemoglobin z červených 
krvinek dvojdutého tvaru a srpkovitých zmutovaných krvinek. 
 
• Dále za běžných laboratorních podmínek diferujeme v jednotlivých zkumavkách 
proteiny s trypsinem. Trypsin způsobí rozpad peptidového řetězce v místech, 
kde je v molekule vázán arginin nebo lysin. 
 
• Získané molekuly peptidů jsou vystaveny elektroforéze, která probíhá při pH 
2,5. 
 
• Po elektroforéze následuje papírová chromatografie, která probíhá ve směru 
kolmém na směr elektroforézy. Jako rozpouštědlo slouží roztok vody, butanolu a 
kyseliny octové v poměru 5:4:1. Peptidy se tímto rozdělí podle své 
hydrofobičnosti. Peptidy, které jsou více hydrofobní, se budou pohybovat 
rychleji, méně hydrofobní pomaleji. 
 
• Odstraníme chromatografický papír a obarvíme peptidy ninhydrinem. 
 
• Výsledné zabarvení srovnáme se standardními tabulkami. 
 
Je-li tato metoda aplikována na vzorky zdravých a mutantních srpkovitých erytrocytů, 
jsou všechny výsledky zabarvení shodné kromě jednoho klíčového místa, 
představujícího rozdíl mezi těmito erytrocyty. 
 
Proteinový fingerprinting vzešel ze studií srpkovitých krvinek a posléze se stal mocným 
nástrojem pro identifikaci proteinů majících různý původ. Tato jednoduchá metoda dala 
vznik podobné a ještě významnější metodě, dvojdimenzionální gelové elektroforéze, 
což je kombinace dvou typů elektroforézy, isoelektrické fokusace a SDS-PAGE. 
Nejdříve je protein podroben isoelektrické fokusaci, po které proběhne 50S-PAGE v 
kolmém směru. Tato metoda v kombinaci s hmotnostní spektrometrií poskytla díky své 
jednoduchosti, praktičnosti a přesnosti velký objem dat a zásadním způsobem tak 
podpořila rozvoj bioinformatiky a vynutila si využití výpočetní techniky v biologii. [9] 
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Dnes má metoda více možností využití. Používá se při diagnose různých chorob, jako 
jsou např. nádory nebo infekce nebo také v potravinářství k identifikaci různých odrůd 
vín [8, 9].  
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5 PROTEINOVÝ KALKULÁTOR 
V rámci této semestrální práce jsem vytvořil programovou aplikaci sloužící k vypočtení 
isoelektrického bodu a molekulární hmotnosti proteinů. Do programu je možné zadat 
sekvenci aminokyselin jako řetězec velkých písmen značících jednotlivé aminokyseliny. 
Nebude-li řetězec zadán v náležitém formátu pomocí platných jednopísmenových 
zkratek, výpočet se neprovede. Běžně užívané zkratky lze nalézt v následující tabulce. 
 
Tab. 5.1. Užívané zkratky dvaceti přírodních aminokyselin 
 
 
Název Vzorec Zkratka Název Vzorec Zkratka 
 
Glycin 
  
 
Gly (G) 
 
 
Arginin 
 
 
 
Arg (R) 
 
Alanin 
 
 
Ala (A) 
 
 
Lysin 
 
 
Lys (K) 
 
Valin 
 
 
Val (V) 
 
Asparagin 
 
 
Asn (N) 
 
Leucin 
 
 
Leu (L) 
 
Glutamin 
 
 
Gln (Q) 
 
Isoleucin 
 
 
Ile (I) 
 
Cystein 
 
 
Cys (C) 
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Klíčové části programu 
 
1. Kontrola správně zadané sekvence 
Po zahájení výpočtu se nejdříve provede funkce Zkontroluj(), která otestuje, zda zadaný 
řetězec obsahuje pouze velká písmena označující 20 přírodních aminokyselin. Vstupním 
parametrem je tedy kontrolovaná sekvence aminokyselin a délka tohoto řetězce. Je-li 
řetězec zadán ve správném tvaru, je návratovou hodnotou true, v opačném případě 
false. 
 
 
 
 
 
Serin 
 
 
Ser (S) 
 
Methionin 
 
 
Met (M) 
 
Threonin 
 
 
 
Thr (T) 
 
Prolin 
  
 
Pro (P) 
Kyselina 
asparagová 
 
 
Asp (D) 
 
Fenylalanin 
 
 
Phe (F) 
Kyselina 
glutamová 
 
 
Glu (E) 
 
 
Tyrosin 
  
 
Tyr (Y) 
 
 
Histidin 
 
 
His (H) 
 
Tryptofan 
 
 
Trp (W) 
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bool Zkontroluj( char *sekvence, int delka){ 
 char aminokyseliny[] = {"GAVLIPMFWSTCYNQDEKRH"};  
  //řetězec obsahuje pouze platné znaky    
  //aminokyselin 
 
 for( int i=0; i< delka; i++){ 
  if( NULL == strchr( aminokyseliny, sekvence[i])) 
   return false; 
  //nenalezne-li některý ze znaků v zadané sekvenci 
  //mezi platnými znaky aminokyselin, vrací funkce  
  //false 
 } 
 return true; 
} 
 
Po kontrole vstupního řetězce je volána funkce NajdipI(), jejíž návratovou hodnotou je 
už konkrétní isoelektrický bod. Je proto nutné do funkce zadat všechny potřebné 
parametry, kterými jsou kromě analyzované sekvence a počtu aminokyselin proteinu i 
zvolený model konstant pK, iterační metoda pro urychlení algoritmu a případně i 
požadovaná přesnost výpočtu. 
Nejdříve je uvnitř funkce určena četnost výskytu každé ze sedmi aminokyselin 
podílejících se na vnějším náboji proteinu, a poté je zavolána některá z iteračních 
metod, jejíž výstupní hodnotou je již vypočtená hodnota pH isoelektrického bodu.  
 
2. Metoda půlení intervalu 
První vnořenou numerickou metodou je metoda půlení intervalu. Isoelektrický bod je 
počítán z intervalu, pro jehož krajní body se náboj molekuly liší svou polaritou. 
Řešením je v každém kroku považována prostřední hodnota pH. Stanovený počet iterací 
PI určuje přesnost výsledku. 
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double PuleniIntervalu( int* pocetAMK, float* pKmodel){ 
 double pHd = 0; 
 double pHh = 14; 
 double my_pI = 7; 
  //za isoelektrický bod považujeme vždy prostřední 
  //hodnotu z daného intervalu, jejíž nepřesnost  
  //nepřevyšuje délku poloviny předchozího   
  //intervalu 
 
 for( int i=0; i<PI; i++){ 
  if( Naboj( pocetAMK, pKmodel, my_pI) < 0){ 
   pHh = my_pI;  
   // byla-li hodnota náboje předpokládaného  
   // is. bodu z předchozího kroku záporná,  
   // považujeme jeho hodnotu za horní mez  
   // nového intervalu 
  }     
  else     
   pHd = my_pI; 
   // v opačném případě tvoří dolní mez 
  my_pI = (pHd + pHh)/2; 
 } 
 return my_pI; 
}   
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Obr. 5.1. Diagram metody půlení intervalu 
 
3. Oscilační metoda 
U oscilační metody je náboj vyhodnocován po konstantních krocích, a jakmile je 
vrácena záporná hodnota, pokračujeme od předchozího kroku po jemnějších krocích. 
Postup je opakován až do dosažení žádané přesnosti počtu desetinných míst + 1, aby 
mohl být výsledek na konci algoritmu zaokrouhlen. 
 
double OscillatingMethod( int* pocetAMK, float* pKmodel, 
int presnost){ 
 double my_pI = 0; 
 int exp = 0; //nejdříve výpočet probíhá v jednotkách 
 double krok = pow( 10, double(-exp)); 
 
 while( exp-2 != presnost){  // zadaný počet   
         // desetinných  míst 
  do{ 
   my_pI += krok; 
  } 
  while( Naboj( pocetAMK, pKmodel, my_pI) > 0); 
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   //předpokládanou hodnotu isoelektrického  
   //bodu zvyšujeme po stanoveném kroku tak  
   //dlouho, dokud není výsledný vnější náboj  
   //záporný, tzn. dokud nepřesáhneme skutečnou 
   //hodnotu isoelektrického bodu 
 
  if(  Naboj( pocetAMK, pKmodel, my_pI) == 0)  
   return my_pI; 
   //ve velmi nepravděpodobném případě funkce  
   //ihned vrací přesnou hodnotu is. bodu 
 
  my_pI -= krok;  
   //vrátíme se k poslední iteraci s kladným  
   //nábojem a zjemníme krok 
 
  krok = pow( 10, double(-(++exp)));  
 }   
          
//zaokrouhlení (podle desetinného místa presnot + 1): 
 char buff[MAXPRESNOST]; 
 buff[0] = '\0'; 
 my_pI = my_pI*pow( 10, double(presnost+1)); 
  //zvýšíme řád výsledku tak, abychom se zbavili  
  //desetinné části 
 
 _itoa ( int(my_pI), buff, 2);  
  //funkce převede int na řetězec 
 
 char posl = buff[strlen(buff)-1]; 
  //do proměnné posl uložíme poslední číslici,  
  //podle které povedeme zaokrouhlení 
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 if( posl >= '5') 
  my_pI += 10; 
  //pakliže je číslice poslední cifry větší nebo  
  //rovna 5, provedeme zaokrouhlení směrem nahoru  
  //přičtením 10 
 
 my_pI = int(my_pI*0.1); 
  //posunutím výsledku o řád odstraníme nadbytečnou 
  //poslední číslici 
 
 my_pI = my_pI*pow( 10, double(-presnost)); 
  //výsledek převedeme zpět na desetinné číslo  
  //správného řádu 
 
 return my_pI; 
} 
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Na následujícím obr. 5.2 je znázorněna procedura funkce pro výpočet isoelektrického 
bodu pomocí oscilační metody. Funkce probíhá ve dvou fázích – cyklu pro výpočet 
číselné hodnoty isoelektrického bodu a úpravy výsledku. 
 
 
 
Obr. 5.2. Diagram funkce pro výpočet isoel. bodu pomocí oscilační metody 
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4. Výpočet hustoty náboje proteinu 
Funkce realizuje vzorec pro výpočet volného náboje proteinu při zadané hodnotě pH 
roztoku. Při výpočtu je zohledněn pouze počet aminokyselin obsažených v řetězci a 
model konstant pK. 
 
 
double Naboj( int* pocetAMK, float* pKmodel, double pH){ 
    double Q=0; 
    int sign = 1; //rozlisi ve vzorci pozitivne a   
    //negativne nabite skupiny    
 
    for( int i=0; i<9; i++){ 
    Q+=pocetAMK[i]*sign*1/(1+pow(10,sign*(pH-pKmodel[i]))); 
    if( i == 3) 
   sign = -1;  //následující skupiny nesou záporný  
        //náboj  
    }   
    return Q; // předpokladem je seřazení aminokyselin  
   //podle polarity jejich případného náboje 
} 
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5.1 Uživatelské rozhraní 
Pro zajištění uživatelského komfortu jsem celý program tlačítkově zpracoval. Před 
vlastním výpočtem si nastavíme podmínky algoritmu, opět volíme model pK konstant a 
numerickou metodu urychlení výpočtu, popř. zaokrouhlení. Sekvenci proteinu uživatel 
zadává do TextBoxu, umístěného ve spodní části okna. Sekvenci je třeba zadat 
v náležitém formátu pomocí užívaných jednopísmenových zkratek. Je nutné dbát na 
velká písmena. Vložené mezery jsou implicitně ignorovány. Používané zkratky 
aminokyselin je možné vyhledat v tab. 5.1. Výpočet je spuštěn stisknutím tlačítka 
“Počítej!”.  
 
 
Obr. 5.3. Vykreslení závislosti vnějšího náboje 
 
Důležitou součástí programu je graf znázorňující velikost vnějšího náboje zadaného 
řetězce na možném pH jeho okolního prostředí. Isoelektrická linie je v grafu znázorněna 
červenou barvou. Hodnota isoelektrického bodu (hodnota pH v místě, kde isoelektrická 
linie protíná křivku grafu) je číselně vyjádřena pod grafem, rovněž tak molekulová 
hmotnost a sumární vzorec zadaného proteinu. 
V případě chybně zadané sekvence se namísto provedení výpočtu objeví chybová 
hláška “CHYBNĚ ZADANÁ SEKVENCE PROTEINU!!!”, jak je patrné z obr. 5.4.  
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Obr. 5.4. Odpověď na chybně zadanou sekvenci 
 
5.2 Zhodnocení modelů 
Vhodný výběr modelu závisí vždy na konkrétním případě. Nevíme-li předem, který 
model poskytne pro náš účel nejlepší výsledky, musíme počítat s možnou odchylkou 
isoelektrického bodu asi ± 0,5pH. Charakteristickou podobu průběhů a jejich základní 
odlišnosti pro různou volbu modelu pK konstant můžeme pozorovat na následujícím 
obrázku. Jako demonstrační protein byl použit histon kudlanky nábožné ze skupiny H3. 
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Obr. 5.5. Srovnání průběhů u různých modelů pK hodnot 
 
Z předchozích grafů je patrné, že se uvedené průběhy příliš neliší. Také isoelektrický 
bod se při použití různých modelů liší s chybou nepřesahující asi 0,5pH. Za výjimku by 
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však bylo možné považovat model Patrickios, který neuvažuje vliv síry zabudované 
v molekulách sirných aminokyselin. Na obr. 5.6 pak vidíme všech 7 průběhů v jednom 
grafu.  
 
 
Obr. 5.6. Odchylky průběhů pro jednotlivé modely pK konstant 
 
Z uvedeného je patrné, že metoda Patrickios nabízí podobné výsledky jen v okolí 
isoelektrického bodu. V oblasti, kde pH je vyšší nebo nižší než okolí isoelektrického 
bodu, udává nižší hustotu náboje proteinu. Ostatní metody poskytují navzájem velmi 
podobné hodnoty asi do 9pH, poté se začínají více lišit. Nejnižší hodnotu 
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isoelektrického bodu přitom předpokládá metoda DTASelect, dále potom metody 
Sillero a Patrickios. Naopak nejvyšší hodnotu udává metoda EMBOSS a s nevelkým 
rozdílem Rodwell, Wikipedia a Solomon. 
V praxi se často hledá kompromis mezi různými metodami bez ambice zvýhodnit 
některou z použitých metod. Jako přesnější odhad výsledku můžeme spočítat 
aritmetický průměr z isoelektrických bodů jednotlivých modelů. Budeme-li ochotni 
připustit 5% toleranci chyby, určíme výsledek z následujících vztahů. 
 
Pro výpočet směrodatné odchylky využijeme vztahu 
 
    ( )∑
=
−
−
=
n
i
i xxn
s
1
2
1
1 ; kde je       (5.1) 
n ………………… počet výsledků 
xi ………………... jednotlivé výsledky 
x  ……………….. aritmetický průměr výsledků 
 
Směrodatná odchylka v našem případě je s = 0,222. Pro sedm hodnot výsledků dále 
určíme směrodatnou odchylku průměru podle (5.2). 
 
    
n
ssx =              (5.2) 
Zde =xs 0,084. Nyní můžeme stanovit interval spolehlivosti skutečné hodnoty z níže 
uvedeného vztahu (5.3). 
 
    αtsxL x ⋅±= ; kde je         (5.3) 
∂t  ……………….. koeficient Studentova rozdělení (v našem případě ∂t =2,447) 
 
Předpokládaná hodnota isoelektrického bodu dané sekvence histonu kudlanky je  
pI = (11,20 ± 0,21)pH. 
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5.3 Mezidruhové srovnání 
Pro mezidruhové srovnání jsem vybral 10 histonů, které pochází od různých druhů 
organismů. Jednotlivé druhy i s taxonomickým zařazením uvádí tab. 5.2. [10, 11] 
 
Tab. 5.2. Mezidruhové srovnání histonů 
 č. druh třída oddělení/kmen říše 
1. šimpanz učenlivý savci strunatci živočichové 
  Pan troglodytes Mammalia Chordata Animalia 
2. kachna divoká ptáci strunatci živočichové 
  Anas platyrhynchos Aves Chordata Animalia 
3. drápatka vodní obojživelníci strunatci živočichové 
  Xenopus laevis Amphibia Chordata Animalia 
4. letenka středomořská paprskoploutví strunatci živočichové 
  Dactylopterus volitans Actinopterygii Chordata Animalia 
5. talířovka ušatá medúzovci žahavci živočichové 
  Aurelia aurita Scyphozoa Cnidaria Animalia 
6. slávka jedlá mlži měkkýši živočichové 
  Mytilus edulis Bivalvia Mollusca Animalia 
7. kudlanka nábožná hmyz členovci živočichové 
  Mantis religiosa Insecta Arthropoda Animalia 
8. zimnička tropická krvinkovky výtrusovci - 
  Plasmodium falciparum Aconoidasida Apicomplexa Chromalveolata 
9. 
srpovnička 
špičetovýtrusá - - houby 
  Fusarium oxysporum Sordariomycetes - Fungi 
10. čočka jedlá 
vyšší 
dvouděložné krytosemenné rostliny 
  Lens culinaris Rosopsida Magnoliophyta Plantae 
 
Konkrétní strukturu histonů jednotlivých organismů lze nalézt v příloze 2. Jednotlivé 
průběhy v závislosti na pH okolí jsou pak znázorněny v následujícím obrázku 5.7. Grafy 
v obrázku byly získány za použití metody EMBOSS jako výstup proteinového 
kalkulátoru. 
 43 
 
 44 
 
Obr. 5.7. Hustota náboje histonu u různých druhů organismů 
 
Data byla dále exportována a zpracována v programu Microsoft Office Excel. Na obr. 
5.8 tak můžeme jednotlivé průběhy srovnávat v jednom grafu. Můžeme pozorovat dvě 
skupiny proteinů s podobnou hustotou náboje. Nejvíce nabité proteiny patří čočce jedlé, 
kachně divoké, šimpanzi učenlivému, drápatce vodní (žába) a slávce jedlé. Současně 
tyto proteiny, vyjma čočky, která spadá do říše rostlin, vykazují téměř identickou 
hodnotu isoelektrického bodu. Po překročení isoelektrického bodu, opět kromě čočky 
jedlé, nabývají také nejkladnějších hodnot. Jak je z grafu patrné, na nižší hodnoty se 
budou nabíjet proteiny zimničky tropické (prvok), kudlanky nábožné, srpovničky 
špičetovýtrusé (houba) a letenky středomořské (ryba). Zde se průběhy křivek liší o něco 
více, zejména u prvoka zimničky. Přestože se průběhy proteinů kudlanky, srpovničky a 
letenky nikdy nepřekryjí, mají velmi podobné první derivace. U všech čtyř organismů 
pozorujeme zcela odlišné hodnoty isoelektrického bodu. 
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Obr. 5.8. Závislost hustoty náboje na pH okolí pro odlišné organismy 
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5.4 Identifikace organismu pomocí analýzy proteinu 
Program byl použit jako nástroj pro identifikaci živočichů ze známých sekvencí 
proteinů. Veškeré sekvence najdeme v tabulce v příloze 1. Pro těchto třicet proteinů 
byly vypočteny isoelektrické body a molekulová hmotnost. Budeme-li provádět 
identifikaci pro některý protein z uvedené tabulky na základě jeho isoelektrického bodu, 
případně molekulové hmotnosti, přichází v úvahu následující závěry. Má-li 
isoelektrický bod metallothioneinu hodnotu 8 nebo 7,87pH, nenabízí nám protein 
jednoznačnou možnost identifikace. Tyto hodnoty může nabývat metallothionein obou 
typů i u různých druhů organismů. Hodnota 7,72pH se nachází u metallothioneinu-2 jen 
u křečíka menšího a křečka zlatého, je-li isoelektrický bod 7,98pH, jedná se podle 
tabulky o metallothionein-2 octomilky. Isoelektrický bod 8,1pH odpovídá vždy 
metallothioneinu-1, který se vyskytuje buď u turu domácího, nebo holuba skalního. 
Hodnotu isoelektrického bodu 8,26pH lze nalézt pouze u octomilky, pro sekvenci 
metallothionein-1. Je třeba podotknout, že tyto hodnoty byly počítány pro model pK 
konstant EMBOSS. 
 
Na obr. 5.9 je znázorněn graf zobrazující rozložení proteinů podle jejich isoelektrického 
bodu a molekulové hmotnosti.  
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Obr. 5.9. Rozložení proteinů podle vlastností 
 
 S využitím tabulky v příloze 1 můžeme usuzovat, že je-li isoelektrický bod 
proteinu menší než 7,8pH, jedná se zcela určitě o savce, je-li isoelektrický bod větší než 
8pH, potom pravděpodobnost, že jde o kapra obecného, tur domácí nebo octomilku, je 
v poměru 1:1:1. Pro isoelektrický bod nacházející se v rozmezí od 7,8pH do přibližně 
8pH pochází protein ze savce v 76% případů, v 16% případů jde o rybu a ve 4% buď o 
holuba skalního, nebo octomilku. Dále si povšimněme, že molekulová hmotnost 
proteinu octomilky je výrazně menší než u jakéhokoli jiného organismu. Obecně lze 
říci, že je-li hmotnost proteinu menší než 5500Da, pak tento protein pochází naprosto 
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jistě od octomilky. U ostatních živočichů byla molekulová hmotnost zjištěna v rozmezí 
zhruba 5950 až 6450 Da. 
Typ MT1 proteinu je v grafu znázorněn modře, typ MT2 červeně. Vyšších hodnot 
isoelektrického bodu nabývá ve zkoumaném vzorku typ MT1. Například pro hodnoty 
isoelektrického bodu nad 7,9pH je typ MT1 rozšířen v 69%. Pod touto hranicí se tento 
typ nachází pouze v 29%. 
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6 ZÁVĚR 
Praktickou částí této práce bylo vytvořit program schopný na základě požadavků 
kladených uživatelem určit isoelektrický bod a molekulovou hmotnost libovolné 
sekvence proteinu. V porovnání s jinými veřejně přístupnými databázemi se hodnoty 
vypočteného isoelektrického bodu a molekulové hmotnosti liší s akceptovatelnou 
tolerancí, zřejmě z důvodu použití konstant o hodnotách s odlišnou přesností. 
Pro urychlení celého algoritmu jsem naprogramoval dvě numerické iterační metody. 
Výpočet se provede vždy prostřednictvím volby jedné z nich. Princip oscilační 
numerické iterační metody umožňuje jednoduchou kontrolu přesnosti výsledku podle 
předem stanovených kritérií. Díky tomu je možné algoritmus ukončit právě v okamžiku 
požadované přesnosti. Zaokrouhlení hodnoty lze provést po skončení celé procedury 
bez testování jakýchkoli podmínek neměnnosti dosavadního výsledku, proto bylo 
implementováno právě u této metody.  
Hlavní nevýhodou oproti druhé iterační metodě je nutnost provedení mnohem většího 
počtu kroků a s tím spojené opakované volání funkce pro výpočet náboje. Metoda 
půlení intervalu probíhá s prakticky vždy vyšší rychlostí než oscilační metoda, avšak 
korektnost výsledku je zde dána předem stanoveným počtem iterací, a proto se liší 
podle tvaru křivky. Ve výsledné hodnotě isoelektrického bodu od jistého místa, které 
není možné s určitostí předem znát, nemají již následující číslice vypovídající hodnotu. 
Jestliže by bylo účelné tento nedostatek odstranit, museli bychom se spokojit s tím, že 
kontrolu platnosti číslic budeme při výpočtu pravidelně opakovat. V konečné fázi jsem 
celý program zpracoval do tlačítkové podoby a vytvořil grafické vykreslování závislosti 
náboje na proměnlivém pH. 
Jednotlivé modely byly srovnány pro konkrétní příklad proteinu a byla provedena 
statická analýza výsledků použitých metod. Dále byly diskutovány odlišnosti průběhů 
pro proteiny různého původu. Program je možné použít k získání dat (isoelektrického 
bodu i molekulové hmotnosti) ze známých sekvencí pro databáze analýz, které 
umožňují identifikovat původ proteinu. Úloha kapitoly 5.4 demonstruje využití 
programu k vymezení oblasti nejvhodnější pro následující bližší rozbory. Kalkulátor lze 
rovněž použít pro proteinový fingerprinting k získání dat do databází peptidových 
řetězců.  
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Příloha 1. Vybrané sekvence proteinů různých živočichů 
 
 
 
 
 
 
  Živočich m [Da] pI [pH] 
1. člověk 6112 8 
2. prase divoké 5961 8 
3. králík divoký 6095 8 
4. ovce domácí 5943 8 
5. člověk 6060 8 
6. tur domácí 5984 8,1 
7. pes domácí 6023 7,87 
8. kočkodan zelený 6113 7,87 
9. holub skalní 6239 8,1 
10. křečík čínský 6043 7,87 
11. kapr obecný 5991 8 
12. danio pruhované 5952 7,87 
13. octomilka 3847 8,26 
14. myš domácí 6010 8 
15. potkan 5998 8 
16. prase divoké 5962 8 
17. prase divoké 5990 8 
18. králík divoký 6105 7,87 
19. králík divoký 6165 8 
20. tur domácí 6020 7,87 
21. pes domácí 6004 8 
22. holub skalní 6444 7,88 
23. křečík menší 6138 7,72 
24. kapr obecný 5954 7,87 
25. danio pruhované 5968 7,87 
26. octomilka 4519 7,98 
27. člověk 6034 7,87 
28. křeček zlatý 6168 7,72 
29. orangutan sumaterský 6034 7,87 
30. ovce domácí 6020 7,87 
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  Název proteinu Název genu 
1. Metallothionein-1A (MT-1A) (Metallothionein-IA) (MT-IA) MT1A MT1S 
2. Metallothionein-1A (MT-1A) (Metallothionein-IA) (MT-IA) MT1A MT1 
3. Metallothionein-1A (MT-1A) (Metallothionein-IA) (MT-IA)   
4. Metallothionein-1A (MT-1A) (MTC) (Metallothionein-IA) 
(MT-IA) 
MT1A MT-IA 
5. Metallothionein-1X (MT-1X) (Metallothionein-IX) (MT-IX) MT1X 
6. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I) MT1 
7. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I) MT1 
8. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I) MT1 
9. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I)   
10. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I) MT1 
11. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I) mt1 mt 
12. Metallothionein-1 (MT-1) mt mt1 
13. Metallothionein-1 (MT-1) MtnA GD20757 
14. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I) Mt1 
15. Metallothionein-1 (MT-1) (Metallothionein-I) (MT-I) Mt1 Mt1a 
16. Metallothionein-2A (MT-2A) (Metallothionein-IIA) (MT-IIA) MT2A 
17. Metallothionein-2B (MT-2B) (Metallothionein-IIB) (MT-IIB) MT2B 
18. Metallothionein-2C (MT-2C) (Metallothionein-IIC) (MT-IIC)   
19. Metallothionein-2D (MT-2D) (Metallothionein-IID) (MT-IID)   
20. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II) MT2 MT2A 
21. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II) MT2A MT2 B28 
22. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II)   
23. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II) MT2 
24. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II) mt2 
25. Metallothionein-2 (MT-2) mt2 
26. 
Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein B) 
MtnB Mto 
CG4312 
27. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-2A) 
(Metallothionein-II) (MT-II) 
MT2A CES1 MT2 
28. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II) MT2 
29. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II) MT2 
30. Metallothionein-2 (MT-2) (Metallothionein-II) (MT-II) MT2 MT2A 
Pozn.: m ……………. molekulová hmotnost proteinu 
 
           pI ……………. isoelektrický bod 
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Příloha 2. Vybrané sekvence histonů pro mezidruhové srovnání 
číslo: 1. 
druh: šimpanz učenlivý (Pan troglodytes) 
sekvence: MSETAPAAPAAPAPAEKTPVKKKARKSAGAAKRKASGPPVSELITKAVAASKERSGVSLA 
ALKKALAAAGYDVEKNNSRIKLGLKSLVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKAASGEAKPKA 
KKAGAAKAKKPAGAAKKPKKATGAATPKKSAKKTPKKAKKPAAAAGAKKAKSPKKAKAA 
KPKKAPKSPAKAKAVKPKAAKPKTAKPKAAKPKKAAAKKK 
číslo: 2. 
druh: kachna divoká (Anas platyrhynchos) 
sekvence: MSETAPVAAPAVSAPGAKAAGKKPKKAAGGSKARKPAGPSVTELITKAVAASKERKGL 
SLAALKKALAAGGYDVEKNNSRIKLGLKSLVGKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKPGETKE 
KATKKKPAAKPKKPAAKKPASAAKKPKKAAAVKKSPKKAKKPAAAATKKAAKSPKKAAK 
AGRPKKAAKSPAKAKAVKPKAAKPKAAKPKAAKAKKAAPKKK 
číslo: 3. 
druh: drápatka vodní (Xenopus laevis) 
sekvence: MTENSAAAPAAKPRRSKASKKSTDHPKYSDMILDAVQAKKSRSGSSRQSIQKYIKNNYT 
VGENADSQIKLSIKRLVTSGTLKQTKGVGASGSFRLAKADEVKKPAKKPKKEIKKAVSPKK 
AAKPKKAAKSPAKAKKPKVAEKKVKKAPKKKPAPSPRKAKKTKTVRAKPVRASKAKKAKP 
SKPKAKASPKKSGRKK 
číslo: 4. 
druh: letenka středomořská (Dactylopterus volitans) 
sekvence: ARKSTGGKAPSKQLATKAARKSAPATGGVKKPHRYRPGTVALEIRRYQKSTELLIRKLPFQ 
RLVREIAQDFKTDLRFQSSAVMALQEASEAYLVGLFEDTNLCAIH 
číslo: 5. 
druh: talířovka ušatá (Aurelia aurita) 
sekvence: RKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKPHRYRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQR 
LVREIAQDFKTDLRFQSSAVMALQEASEAYLVGLFEDTNLCAIHAKR 
číslo: 6. 
druh: slávka jedlá (Mytilus edulis) 
sekvence: MADATAAPAVAPAKSPKKKAAAKPKKPSAHPKYSEMIGKAIAALKERGGSSRQAILKYIMA 
NFNVGKDAKSVNAHLKLALRAGVKNNSLKQSKGTGASGSFRIGEAKVVKKKPAKAKKAAK 
PKAAKPKKAKSTPKKKKPAAKKPAGEKKAAKPKAKKTAAKKAAKPKKPAAKSPAKKKAAKP 
KAKKTPKKK 
číslo: 7. 
druh: kudlanka nábožná (Mantis religiosa) 
sekvence: RKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKPHRYRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRL 
VREIAQDFKTDLRFQSSAVMALQEASEAYLVGLFEDTNLCAIHAKR 
číslo: 8. 
druh: zimnička tropická (Plasmodium falciparum) 
sekvence: MEVPGKVIGGKVGGKVGGKVLGLGKGGKGKTGSGKTKKAPLSRASRAGLQFPVGRVHRM 
LKSRISSDGRVGSTAAVYAAAILEYLTAEVLELAGNATKDLKVKRITPRHLQLAIRGDEELDTLI 
KATIAGGGVIPHIHKALMNKVPLPPTAQKKPKKN 
číslo: 9. 
druh: srpovnička špičetovýtrusá (Fusarium oxysporum) 
sekvence: GGKAPRKQLASKAARKSAPSTGGVKKPHRYKPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLVREI 
AQDFKSDLRFQSSAIGALQESVESYLVSLFEDTNLCAIHAKR 
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číslo: 10. 
druh: čočka jedlá (Lens culinaris) 
sekvence: SEEPTTVAVEQPIVEEQAAVDTLPPVVNESEEPTAKPKKAAKEPKAKKAPAKPRTHPTYEEM 
VKDAIVSLKEKNGSSQYAIAKFIEEKQKQLPSNFKKLLLVQIKKLVASGKLVKVKASYKLPAKSS 
APKPAKKPAASKPKAKPKAKPAAKSKAKPAAKAKPAAKAKPAAKAKPAAKAKPAAKSMPA 
AKAKPAAKTAAVAKAKPAAKAKPAAKAKPAAKAKPAAKAKPAAKAKPAAKPAKAARTSTR 
TSPGTRAAAPKPAAKKAAPAKKAPVKAAAKTAKSPAKKAAAKRGKK 
 
 
 
 
 
 
